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Özet: Biyolojide araştırmacı bilim adamlarının amacı, kapsamlı denemeler yaparak biyolojik ilişkileri
anlamaya çalışmaktır. İstatistiksel analizler biyolojik araştırmaların önemli bir parçasıdır. Biyolojik
araştırmalarda kullanılan istatistiksel metodlar çok basitten oldukça karmaşığa doğru sıralanırlar. Bu
nedenle, bir istatistiksel yöntemi seçmede dikkatli olunmalıdır. Bitki hücre ve doku kültürü
çalışmalarından elde edilen veriler genellikle iki veya daha fazla gruplara ayrılabilirler. Diğer bir ifade
ile, bağımlı değişken gözlemleri kategoriye iki veya daha fazla gruplara ayrılabilirler. Diğer bir ifade ile,
bağımlı değişken gözlemleri kategoriye ayırtmaktan ibarettir. Bu makalenin amacı, bitki doku kültüründen elde edilen binom verilerinin analizine uygun istatistiksel metodları sunmaktır. Önce genelleştirilmiş lineer modellerin nasıl elde edildiği açıklanacak ve daha sonrada somatik embryo çimlenmesine ait
verilerin analizi sonuçların yorumu ile birlikte yapılacaktır.
Anahtar Sözcükler: Logistik modeller, genelleştirilmiş lineer modeller, bitki doku kültürü

Analysis of Binomial Data Obtained From Plant-Tissue-Culture Studies
Using Generalized Linear Models
Abstract: In biology, the objective of research scientists is to gain an understanding of biological relationships through experimentation. Statistical analyses are an essential part of biological research.
Statistical methods used in biological research range from the very simple to the extremely complex.
Consequently, caution should be taken when selecting an appropriate statistical method. Data obtained
from plant-cell and tissue-culture studies can generally be placed into one of two or more groups. In
other words, a dependent variable consists of placing an observation into a category. The purpose of
this paper was to present statistical methods suitable for the analysis of binomial data obtained from
plant-tissue culture. First, there is an explanation of how the generalized linear models are obtained
and then an analysis of somatic-embryo germination data together with an interpretation of the
results.
Key Words: Logistic models, generalized linear models, plant-tis
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Giriş
Biyolojide araştırmacı bilim adamlarının en önde gelem amacı, kapsamlı denemeler yaparak
biyolojik ilişkileri anlamaya çalışmak ve sonuçları bilim dünyasının diğer üyeleri ile paylaşmaktadır. Bu, biyolojik çalışmalardan elde edilecek sonuçların dergi magazin gibi yerlerde makaleler
şeklinde yayınlanması ile mümkündür (1). Makalelerin yayınlanabilmesi için, orijinallik (araştırma
sonuçları daha önceden yayınlanmış mı?), makul hipotez ve deneme planı, uygun veri analizi ve
sonuçların yorumu ve verilerin mantıklı bir şekilde sunumu gibi belli bazı kriterlere uyulması
gerekir. İstatistik, deneme planı, verilerin analizi ve sonuçların yorumu ile ilgili kısımların önemli bir parçası olarak makaleye dahil edilmelidir.
Bitki doku kültürü çalışması yapan araştırıcılar uygun deneme planını seçtikten sonra
toplanacak veri tipine karar vermek zorundadırlar. Bu tip çalışmalardan elde edilecek veriler
sürekli olabileceği gibi kesikli de olabilirler. Kesikli olmaları halinde bazı kategorilere ayrılırlar.
Kategorik veriler iki veya daha fazla gruplar halinde olup, her grup bu kategoriye giren birey
sayılarından oluşur. Bitki doku kültürü çalışmalarında bu tip verilere sıkça rastlanır. Örneğin veriler evet/hayır veya var/yok gibi iki şıklı değerlerden (bitki hayatta kalırsa evet, ölürse hayır)
ibarettir, bağımlı değişken bir kaç kategoriye ayrılabilir (kök gelişimi, filizlenme, somatik
embriyo gelişimi gibi) veya bağımlı değişken oranlar şeklindedir (belli sayıda kültüre alınan dokulardan çimlenenlerin oranı). Diğer bir ifade ile bağımlı değişken, gözlemlerin değişik katogorilere
ait olmaları ile ilgilidir. Kategorik veriler sürekli olmadıklarından normal dağılım göstermezler.
Böyle verilerin analizinde ki kare, maksimum olabilirlik veya genelleştirilmiş lineer model metodları kullanılır (1).
Ülkemizde özellikle son yıllarda bitki hücre ve doku kültürü çalışmaları artan bir oranla önem
kazanmaktadır. Bu konuda çalışma yapan araştırmacı bilim adamlarının sayısı gittikçe artmaktadır. Bu makalenin amacı, bitki hücre ve doku kültürü çalışmalarından elde edilen kesikli tipteki binom verilerinin analizine uygun istatistiksel metodları tartışmaktadır. Önce bu tip verilerin
analizinde kullanılan genelleştirilmiş lineer modellerin nasıl elde edildiği açıklanacak ve daha
sonra da benzilaminopurinin somatik embryonun çimlenmesine etkisini araştırmak için düzenlenen bir denemeden elde edilen çimlenmeyle ilgili verilerin analiz ve yorumlarının nasıl yapıldığı
açıklanacaktır.
Metod
Genelleştirilmiş lineer modeller klasik lineer modellerin genelleştirilmiş halidir ve normal
dağılım gösteren veriler için lineer regresyon ve varyans analiz modelleri, binom ve oranlar
şeklindeki veriler için logit ve probit modelleri, ve Poisson veya Ki-kare dağılımı gösteren sayılar
için log-lineer modelleri kapsamına almaktadır (2). Bu modeller lineer olma gibi bir çok özelliklere sahiptirler ve parametre tahminlerini hesaplamak için ortak bir metod kullanılır.
Doku kültürü çalışmasında ölen veya sağ kalan bitkiciklerin modellenmesine uygun olan
dağılım Bernoulli’dir. Bu dağılımdan türetilen binom dağılımı ise belli sayıda kültüre alınan dokulardan çimlenenlerin oranının modellenmesine uygundur. Bu iki dağılım birbirlerinin benzeri olup
biri diğerinden kolaylıkla türetilebilir. Bu makalede oranlar şeklindeki binom verilerine model
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uydurma konusu detaylı bir biçimde incelenecektir.

n örnek setinden ibaret binom verileri olduğunu varsayalım ve i’inci set ni (i=1,...,n) gözlemden y başarıyı ihtiva etsin. i’inci veri setindeki ni gözlem ile tahmin edilen başarı olasılığı
i
^
p =yi/ni’dır. n setlik Binom verileri aşağıda verilen 2xn lik tabloda özetlenebilir (3).
i

Başarı sayısı
Başarısızlık sayısı
Toplam

Set 1

Set 2

.............

Set n

y1

y2

.............

yn

n1-y1

n2-y2

.............

nn-yn

n1

n2

.............

nn

Örneğin bu tabloda ni’lerin kültüre alınan doku veya hücrelerin sayısını ve yi’lerin ise bunlardan
çimlenenlerin sayısını temsil ettiği düşünülebilir.
~
Bu tip veriler için i’inci üniteden i=1,2,...,n elde edilen bağımlı değişken yi/ni oranıdır ve Pi ile
gösterilir. Binom verilerinin özel bir durumu için ni=1 ve yi=0 (başarısızlık) veya yi=1’dir
(başarı). i’inci gözlem yi için uygun bir dağılım genellikle parametreleri ni ve pi olan binom
dağılımıdır, B(y; ni, pi). yi’nin ortalama ve varyansı sırasıyla E(yi)= ni pi ve Var( yi)= ni pi(1- pi)’dir.
E(yi)’nin bağımsız değişkenler üzerine bağımlılığının modelini belirlemek yerine başarı olasılığı
pi=E(yi/ni)’nin bağımsız değişkenler tarafından nasıl tanımlanabildiğini ortaya çıkarmak daha
uygundur (3).
Binom verilerine model uydurmada en çok kullanılan yaklaşım, pi=β0+β1X1i+...+βκXki modeli^
^ ,β
ni adapte edip en küçük kareler metodunu uygulayarak β
,...,β^k değerlerini elde etmek
0 1
olmuştur. Fakat bu yaklaşımın bir çok sakıncaları vardır. En küçük kareler metodunun olumsuz
etkilerini ortadan kaldırmak amacı ile binom verileri için lineer logistik modeller geliştirilmiştir.
Lineer logistik modeller, Nelder ve Wedderburn (4) tarafından tanıtılan genelleştirilmiş lineer
modeller olarak bilinen modeller sınıfının bir üyesi olup şöyle verilebilir. yi/ni i=1,...,n formunda
n binom gözlem değerine sahip olduğumuzu varsayalım. Burada E(yi)= ni pi ve pi i‘inci gözleme
karşılık gelen başarı olasılığıdır. k bağımsız değişken X1i, X2i,...,Xki’e bağlı olan pi’nin bağımsızlığı
için geliştirilen lineer logistik model aşağıdaki gibidir.
logit(pi)=log(pi/(1-pi))=β0+β1x1i+β2x2i+...+βkxki

Bazı düzeltmelerle
pi=

exp(β0+β1X1i+...+β2X2i+...+βkxki)
1+exp(β0+β1X1i+...+β2X2i+...+βkxki)
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veya ηi = Σj βjXji yazıldığında (j=1,...,k)
ηi
pi= e η
1+e i

ifadesi elde edilir (3). pi/(1-pi)=eηi şeklindeki ifade başarı olasılığının başarısızlık olasılığına
oranıdır ve başarının odds’u olarak bilinmektedir. Başarı oddsunun logaritmasına, log(pi/(1-pi)),
ise logit fonksiyonu adı verilir. İki binom veri seti karşılaştırmak istenildiğinde, bir veri setindeki
başarı oddsunun diğerine oranı odds oranı (odds ratio) olarak bilinir. pi1 ve pi2 veri setine ait
başarı olasılıkları olsun. Bu durumda odds oranı aşağıdaki gibi gösterilir.
p (1-pi2) e η i1
ψ= i1
=
pi2(1-pi1) e η i2

Herbir binom veri setindeki başarı oddsu benzer olduğunda ψ bire eşit olur. Bu başarı olasılıkları
birbirine eşit olduğunda gerçekleşir.
Verilen bir binom veri setine lineer logistik model uydurmada, önce k+1 bilinmeyen β0,
β1,..., βk, parametreleri tahmin edilir. Bu parametreler maximum olabilirlik metodu kullanılarak
kolaylıkla tahmin edilebillirler. Olabilirlik fonksiyonu şöyle verilmiştir.
n

L(β) =

∏
i=1

ni yi
yi pi (1-pi)ni-yi

Bu olabilirlik fonksiyonu, bilinmeyen başarı olasılıkları pi’lere ve dolayısı ile de β’lara bağlı
olduğundan β’nın bir fonksiyonu olarak kabul edilebilir (3). Şimdi sorun L(β) veya LogL(β)’yı
maksimize edecek β^0, β^1,..., ^
βk değerlerini elde etmeden ibarettir.
Olabilirlik fonksiyonunun logaritması şöyledir
logL(β) =

∑
i

=∑
i

p
log ny i +y i log i +ni log(1-pi)
i
1-pi
log ny i +y i ni-nilog(1+e η i)
i

k

burada ηi = Σ βj Xji ve i’nin bütün değerleri için X0i=1’dir. Bu log olabilirlik fonksiyonunun k+1
j=0

bilinmeyen β parametrelerine göre türevleri aşağıdaki gibidir.
∂log L(β)
= Σyix ji-Σnix jie η i(1+e η i)-1,
∂βj
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Bu türevleri sıfıra eşitlemek suretiyle, sadece sayısal olarak çözülebilecek olan bilinmeyen βj
parametrelerine ait, k+1 lineer olmayan eşitlikler dizisi elde edilir. Bu eşitlikler sisteminin
çözümü yaygın olarak kullanılan bilgisayar paket programlarında yerleştirilmiş algoritmalar
sayesinde kolaylıkla elde edilir.
Bir kere ^
β elde edildiğinde, modelin lineer sistematik unsuru olarak bilinen ηi ‘nin tahmin
değeri şöyle verilebilir
^2X2i +...+β^kXki
^
ηi = ^
β0 + ^
β1X1i + β
bu lineer tahmin edici olarak adlandırılır. Buradan, tahmin edilen olasılıklar p^i, ^
pi =
^i)/[1+exp(η
^i)] kullanılarak bulunur (4).
exp(η
Sayısal Örnek
Materyal
Bu çalışmada kullanılan materyal daha önce yapılan bir çalışmada (5) detaylı olarak verilmiştir. Burada kısa bir biçimde verilecektir. Olgunlaşma maddesi benzilaminopurin (BAP) ve
şekerin somatik embryonun çimlenmesi üzerine etkilerini araştırmak üzere bir deneme düzenlenmiştir (5). Denemede, sıvı Murashige & Skoog (MS) ortamında 4, 5 ve 6 hafta sonlarında
elde edilen 40 adet somatik embryo 1, 2, 4, 8 ve 16 mgl-1 BAP ve 2, 4, 6 ve 8 %w/v şeker ihtiva eden kültür ortamına transfer edilmişlerdir. Bu ortamda 10, 20, 30 ve 40 gün sonunda çimlenen somatik embryoların sayısı belirlenmiş ve deneme iki defa tekrarlanmıştır.
Model
Çimlenme çalışmalarında, çimlenen somatik embryoların sayısı bağımlı değişken olarak
alınmaktadır. Eğer somatik embryolar herbiri 40 embryoluk grupta birbirlerinden bağımsız
olarak çimlendiği ve çimlenme oranında hiçbir farklılık olmadığı varsayılıyorsa, bu durumda logit
link fonfsiyonuna sahip binom dağılımının uygun bir model olduğu beklenebilir. Verilerin transformasyonunu gerektirmeyen genelleştirilmiş lineer bir model kullanılarak logistik regresyon
analizi maksimum olabilirlik metodu ile gerçekleştirilmiştir. Bu makalede uygulanan lineer logistik model, diğer bütün esas etkilerin lineer kombinasyonu olarak pijklm ‘nin logit şeklinde ifade
edilmesi ile elde edilmiştir ve aşağıdaki gibidir:
logit(pijklm)=m+teki+günj+şeker k+hafta l+(şeker.hafta) kl+BAP m

[1]

burada pijklm çimlenen somatik embryo oranı, teki denemenin i’inci tekerrürü, günj çimlenen
somatik embryoların sayıldığı j’inci gün (j=1,...,4; 1=10, 2=20, 3=30 ve 4=40 gün), şekerk
k’ıncı şeker seviyesi (k=1,...,4; 1=%2, 2=%4, 3=%6 ve 4=%8 (w/v)), haftal gelişmiş embry265
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oların çimlenme ortamına transfer edildikleri l’inci hafta (l=1,...,3; 1=4, 2=5 ve 3=6 hafta),
(şeker.hafta)kl şeker ile hafta arasındaki enteraksiyon terimi ve BAPm BAP’nini m’inci konsantrasyonu (m=1,...,5; 1=1.0, 2=2.0, 3=4.0, 4=8.0 ve 5=16 mgl-1). Model [1]’den binom
parametresi aşağıdaki gibi elde edilir
pijklm=e ηijklm/(1+e ηijklm)

burada

ηijklm=ln{pijklm/(1-pijklm)}

[1] nolu model, SAS programı (6) kullanılarak logit(pijklm)=µ+teki teriminden itibaren uydurulmuştur ve daha sonra sistematik olarak diğer bağımsız değişkenler modele dahil edilmişlerdir.
Modele eklenen interaksiyonlardan istatistiki olarak önemsiz olanlar modelden atılmıştır.
Gözlenen ve beklenen frekanslar arasındaki hata sapmasındaki değişimler Χ2 dağılımı ile
karşılaştırılarak eklenen değişkenin önemli olup olmadığı tesbit edilmiştir.
Sonuçlar ve Tartışma
Hata sapmaları ve bunlara ilişkin serbestlik dereceleri Tablo 1’de verilmiştir. Bu tablodan da
görüleceği gibi somatik embryoların çimlenmesi, modeldeki esas etkilerden gün, şeker, hafta, ve
BAP ve şeker ile hafta arasındaki interaksiyon etkisine istatistiki olarak önemli ölçüde bağımlıdır
(P<0.01). Ayrıca bu tablodan görülebileceği gibi, hataya ait ortalama sapma yaklaşık 1
olduğundan modelin uyumluluğu oldukça iyidir.
Tablo 1.

Somatik embryonun çimlenmesine ait verilerin sapma analizi tablosu.
Terimler

s.d.

Sapma

+Tek
+Gün
+Şeker
+Hafta
+Şeker.hafta
+BAP
Hata
Genel
**P<0.01

1
3
3
2
6
4
460
479

0.2767
1549.5700
141.5834
130.7670
50.1121
56.3400
456.9746
2385.6238

Ort. Sapma
0.2767
516.5233
47.1945
65.3835
8.3520
14.0850
0.9934

Sapma Oranı
0.2785
519.9550**
47.5080**
65.8179**
8.4075**
14.1785**

Esas etkiler hakkında mantıklı yorumlamalar yapmak için çimlenen embryolara ait beklenen
olasılıklar elde edilmiş ve bunlar Tablo 2’de verilmiştir. Somatik embryoların ortalama çimlenme
olasılığının 0.36 olduğu bulunmuştur. Bu tablodan da açıkça görülebileceği üzere, tekerrürler
arasında farklılık yoktur. Çimlenme frekansı olgunlaşma süresi (hafta) tarafından etkilenerek, en
yüksek olasılık (p=0.40) 5 hafta olgunlaşmış somatik embryolardan elde edilmiştir. Çimlenmiş
somatik embryo elde etme olasılıkları kültür ortamında kalma süresine (gün) bağlı olarak artarak
40 gün sonra p=0.54’e ulaşmıştır. Olgunlaşma ortamının şeker miktarının çimlenmiş embryo
elde etme olasılığına etkili olduğu bulunmuştur. En düşük olasılık (p=0.30) %8 şeker ile en yüksek olasılık (p=0.39) ise %2 ve %6 şeker ile elde edilmiştir. Çimlenmiş somatik embryo
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olasılıkları olgunlaşma ortamındaki BAP konsantrasyonu ile önemli ölçüde farklılık göstermektedir. Olasılıklar 1, 2, 4 ve 8 mgl-1 BAP konsantrasyonları ile artmakta daha sonra 16 mgl-1 BAP
ile düşmektedir. En yüksek çimlenme olasılığı, 0.39,8 mgl-1 BAP ile elde edilmiştir.
Tablo 2.

Hafta, gün, şeker ve BAP’ye göre çimlenmiş somatik embryo elde etmeye ait beklenen olasılıklar.
Tekerrür

Hafta

Gün

Şeker

BAP

Genel

4
5
6
10
20
30
40
2
4
6
8
1
2
4
8
16

1
0.3078
0.3939
0.3792
0.1841
0.2890
0.4304
0.5378
0.3879
0.3700
0.3897
0.2937
0.3531
0.3625
0.3778
0.3903
0.3179
0.3603

2
0.3113
0.3978
0.3830
0.1867
0.2926
0.4346
0.5241
0.3917
0.3738
0.3935
0.2971
0.3568
0.3662
0.3816
0.3941
0.3214
0.3640

Ortalama
0.3095
0.3959
0.3811
0.1854
0.2908
0.4325
0.5399
0.3898
0.3719
0.3916
0.2954
0.3549
0.3643
0.3797
0.3922
0.3197
0.3622

Sonuç olarak, bu denemeden MS ortamında 5 hafta sonunda elde edilen somatik embryoların
8 mgl-1 BAP ve 6%w/v şeker ihtiva eden kültür ortamında 40 gün bekletildikten sonra en yüksek çimlenme olasılıklarının elde edileceği açıkça ortaya çıkmaktadır. Dolayısı ile optimum çimlenme oranı sağlayabilmek için hazırlanacak kültür ortamının 8 mgl-1 BAP ve 6%w/v şeker içermesi tavsiye edilebilir.
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